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 การคัดแยกยีสตทนรอนจากตัวอยางชานออยของโรงงานนํ้าตาลดวยอาหาร  Yeast  extract-Peptone-Dextrose 
(YPD) medium  ที่เติมเอทานอลรอยละ  4  (v/v) บมที่อุณหภูมิ  37  องศาเซลเซียส  สามารถคัดแยกยีสตไดทั้งหมด  98  ไอโซ
เลต  คัดเลือกยีสตที่มีความสามารถผลิตเอทานอลจากการสรางแกสในอาหารเหลว  พบวา  มียีสตจํานวน  23  ไอโซเลตที่สราง
แกสตั้งแต  4.0-5.0  เซนติเมตรในหลอดดักแกส  การทดสอบความทนตออุณหภูมิ  และความทนตอนํ้าตาล  พบวา  ยีสตที่
คัดเลือกไดทุกไอโซเลตสามารถเจริญไดดีที่อุณหภูมิ  37-45  องศาเซลเซียส  มีบางไอโซเลตที่สามารถเจริญไดดีที่อุณหภูมิ  47 
องศาเซลเซียส  ไดแก  รหัส  BRMU02, BRMU03, BRMU04, BRMU06, BRMU08, BRMU12, BRMU17, BRMU19, BRMU29 
และ BRMU30  อยางไรก็ตามยีสตที่คัดเลือกทุกไอโซเลตไมสามารถเจริญไดที่อุณหภูมิ  50  องศาเซลเซียส  ผลการทดสอบความ
ทนตอนํ้าตาลพบวา  ยีสตที่คัดเลือกไดทุกไอโซเลตสามารถเจริญไดดีที่ความเขมขนกลูโคสสูงสุด  รอยละ  30 (w/v) และมียีสต  9 
ไอโซเลตที่เจริญไดดีที่ความเขมขนไซโลสสูงสุดรอยละ  20 (w/v) การผลิตเอทานอลในอาหารสังเคราะหที่อุณหภูมิ  37  องศา
เซลเซียส  พบวา  ยีสตรหัส  BRMU29, BRMU19  และ  BRMU08  ใหผลไดเอทานอลสูงสุดเปนรอยละ  7.28, 7.05  และ  6.89 
(%, v/v) ตามลําดับ  เม่ือศึกษาผลของอุณหภูมิ 37, 40  และ  45  องศาเซลเซียสตอการผลิตเอทานอล  พบวา  ยีสตรหัส 
BRMU29 สามารถผลิตเอทานอลไดดีที่ สุดเปนรอยละ  3.76, 3.64  และ  3.68 (w/v) ที่ เวลา  36, 48  และ  60  ชั่วโมง 
ตามลําดับ  จากงานวิจัยในครั้งน้ี  พบวา  ยีสตทั้ง  3  ไอโซเลตมีความนาสนใจในการนําไปใชเปนเชื้อตั้งตนเพื่อผลิตเอทานอล 
เน่ืองจากสามารถเจริญไดดีและผลิตเอทานอลไดสูงที่อุณหภูมิสูง  และยังมีความสามารถในการทนตอนํ้าตาลความเขมขนสูงซ่ึงจะ
ชวยในการลดการปนเปอนของจุลินทรียอ่ืนในระหวางการหมัก 
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 Isolation of thermotolerant  yeast strain from sugarcane  bagasses in sugar  factory  was  carried  out 
in  Yeast extract-Peptone-Dextrose (YPD) medium with ethanol 4% (v/v) and  incubation at 37 oC. Ninety-eight 
thermotolerant  yeast isolates were screened  that are able to produce ethanol from gases generated in 
liquid yeast indicate  that 23 isolates gas generated from 4.0-5.0 cm in a Durham  tube. Study  of 
osmotolerant  and  thermotolerant  showed  that selected  yeast isolates grow well at temperatures of 37-
45oC, with some isolates can grow well at a temperature of 47 oC include BRMU02, BRMU03, BRMU04, 
BRMU06. , BRMU08, BRMU12, BRMU17, BRMU19, BRMU29 and BRMU30 but all selected  yeast isolates were 
unable to grow at a temperature of 50 oC. Osmotolerant  results exhibited  all isolates can grow well at 
glucose concentration 30% (w/v) and nine isolates that grow well at xylose  concentration 20% (w/v). Ethanol 
in synthesis medium  at  37 oC that was  produced  from  BRMU29, BRMU19 and BRMU08 were 7.28, 7.05 and 
6.89 (%, v/v) , respectively. Variable of high  temperature for  ethanol  production  in  sugarcane  juice 
fermentation  medium, including 37, 40 and 45 °c showed that BRMU29 can produced the highest  ethanol 
were  3.76, 3.64 and 3.68% (w/v) at 36, 48 and 60 hours, respectively. The research revealed that three yeast 
isolates are interesting in applying to a starter culture for the production of ethanol  because it can grow well 
and produced  ethanol at high temperatures. They also have the ability to tolerate high concentrations of 
sugar to reduced the contamination of other  microbes during  fermentation 
. 
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ปจจุบันหลายประเทศ เชน ประเทศบราซิล จีน 
ฝรั่งเศส อังกฤษ  อินเดีย และแอฟริกาใต  มีการผลิตเอทา
นอลเพื่อใชเปนนํ้ามันเชื้อเพลิง เน่ืองจากสภาวะเศรษฐกิจที่
เกิดจากราคานํ้ามันดิบที่สูงขึ้น  โดยกระบวนการผลิตเอทา
นอลนิยมใชวิธีการหมัก พบวา 60 เปอรเซ็นตทั่วโลกมีการ
ผลิตเอทานอลจากพืชที่มีนํ้าตาล ไดแก กากนํ้าตาล ขณะที่
ประเทศแถบยุโรปใชผักกาดหวาน และขาวฟางเปนวัตถุดิบ 
ประเทศไทยก็ประสบปญหาราคานํ้ามันจากปโตรเลียมที่
สูงขึ้นเชนกัน เน่ืองจากตองนําเขานํ้ามันจากตางประเทศ
เกือบทั้งหมด (Pimpakan, 2012) รัฐบาลสงเสริมการผลิตเอ
ทานอลเพื่อเปนเชื้อเพลิง และไดสนับสนุนใหมีการใชเอทา

นอลผสมกับนํ้ามันเบนซินประมาณ 10-20% เพื่อผลิตแกส
โซฮอล การใชแกสโซฮอลนอกจากจะชวยลดเงินตราที่จะใช
ชื้อนํ้ามันจากตางประเทศแลว ยังชวยลดปญหาราคาตกต่ํา
ของผลผลิตทางการเกษตร เชน ออย และ มันสําปะหลัง 
(Limtong  et  al., 2008) พบวา 90% ของการผลิตเอทา
นอลไดมาจากกระบวนการการหมัก (Fermentation) ที่
เหลือไดจากการสังเคราะห (Synthesis) จุลินทรียที่สามารถ
ผลิตเอทานอลไดมีหลายชนิด ยีสตถูกนํามาใชผลิตเอทานอล
อยางแพรหลายเน่ืองจากสามารถเจริญเติบโตไดเร็วและมี
ปริมาณมาก นอกจากน้ียีสตเปนจุลินทรียที่มีความปลอดภัย 
และมีประสิทธิภาพมากที่สุดสําหรับการเปล่ียนนํ้าตาลเปนเอ
ทานอล ในสมัยดั้งเดิมไดถูกนํามาใชในอุตสาหกรรมการหมัก
กลูโคสจากผลผลิตทางการเกษตรเปนเอทานอล (Haggran 
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et al., 2014). ยีสตพบในสภาพแวดลอมที่หลากหลาย แต
จะพบบอยที่สุดจากตัวอยางที่อุดมไปดวยนํ้าตาล นอกจากน้ี
ยีสตบางชนิดสามารถพบในดิน และแมลง ในการคัดเลือก
ยีสตสําหรับใชในอุตสาหกรรมคุณสมบัติที่จําเปนคือ ลักษณะ
สรีรวิทยาที่ เฉพาะเจาะจง ไดแก ความทนตออุณหภูมิสูง 
ความทนตอนํ้าตาลกลูโคส และความทนตอเอทานอลที่ มี
ความเขมขนสูง ดั้งน้ันยีสตจึงถูกนํามาใชในการผลิตเชื้อเพลิง
ทางชีวภาพ แหลงคารบอนในการผลิตพลังงานทางเลือกที่
สําคัญ คือ นํ้าตาล แปงจากพืชผลทางการเกษตร และวัสดุ
ลิกโนเซลลูโลส  
             ประเทศไทยเปนประเทศเขตรอน การหมักเอทา
นอลที่อุณหภูมิสูงเปนส่ิงจําเปนสําหรับการผลิตเอทานอลที่มี
ประสิทธิภาพ  โดยอุณหภูมิเฉล่ียตอวันมักจะสูงตลอดทั้งป 
ขอดีของการหมักที่อุณหภูมิสูงไมไดมีเพียงลดความเส่ียงของ
การปนเปอนจากจุลินทรีย แตยังลดคาใชจายในการระบาย
ความรอน และสามารถเกิดการหมักไดรวดเร็ว ดังน้ันจึง
จําเปนตองใชยีสตสายพันธุที่มีประสิทธิภาพที่สามารถทนตอ
อุณหภูมิสูง เม่ือเร็วๆ น้ีนักวิจัยไดพยายามที่จะคัดแยกสาย
พันธุของยีสตที่ทนอุณหภูมิสูงและมีความสามารถในการ
เจริญ เติบ โต ใน เอทานอลเขมข น สู ง Saccharomyces 
cerevisiae เปนยีสตที่มีความสามารถในการเปล่ียนนํ้าตาล
ซูโครสใหเปนนํ้าตาลกลูโคส  และฟรุกโตส แตมีขอจํากัด
ในชวงอุณหภูมิที่เหมาะสมสําหรับการผลิตเอทานอลเทากับ  
30-35 องศาเซลเซียส  ดังน้ัน จึงเปน เหตุ ผลให นําไป สู

การศึกษาความสามารถของยีสตทนอุณหภูมิสูง โดยลักษณะ
ที่สําคัญของยีสตที่ใชเปนเชื้อตั้งตนในโรงงานอุตสาหกรรม
จําเปนตองมีผลผลิตเอทานอลที่สูง (>90.0% ของผลผลิต
ทางทฤษฎี) มีความทนทานตอเอทานอล (>40.0 กรัม/ ลิตร) 
มีอัตราการผลิตเอทานอลสูง (>1.0 กรัม/ลิตร/ชั่วโมง) 
สามารถเจริญเติบโตในอาหารที่งายและราคาไมแพง มีความ
ตานทานตอสารยับยั้ง และมีความทนตอพีเอชที่เปนกรด 
หรืออุณหภูมิที่สูงขึ้น จากรายงานพบยีสตทนอุณหภูมิสูงและ
สามารถผลิตเอทานอลได เชน  S. cerevisiae (สายพันธุที่มี
การปรับปรุงพันธุกรรม), S. diastaticus, Kluyveromyces  
marxianus และ  Pichia  kudriavzevii, (Zabed  et al., 
2014) สําหรับนํ้าออยยังไมคอยมีผูใชสําหรับการผลิตเอทา
นอลในประเทศไทย ซ่ึงอาจจะเปนเพราะประเทศไทยใช
นํ้าออยสําหรับผลิตนํ้าตาลทราย  โดยเปนผูผลิตและสงออก
นํ้าตาลทรายสําคัญของโลก สําหรับประเทศไทยมีการปลูก
ออยในหลายพื้นที่ทั้งภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ภาคเหนือ 
และภาคกลาง  โดยมีรายงานการวิเคราะห นํ้าตาลที่ เปน
องคประกอบในนํ้าออย ไดแก  ซูโครส  12.75 ± 0.28, 
กลูโคส 1.58 ± 0.10, ฟรุกโตส  1.51 ± 0.24 และนํ้าตาล
ทั้งหมด  15.84 ± 0.59% จึงมีความนาสนใจในการใชเปน
แหลงคารบอนเพื่อการผลิตเอทานอล  ดังน้ันงานวิจัยน้ีจึง
มุงเนนในการศึกษาประสิทธิภาพของยีสตทนรอนและทนตอ
นํ้าตาลที่มีความเขมขนสูงเพื่อผลิตเอทานอลโดยใชนํ้าออยที่
มี อ ย า ง แ พ ร ห ล าย ใน ท อ งถิ่ น เป น แ ห ล งค า ร บ อ น

                 
1. การคัดแยกยีสตจากชานออย 
 คัดแยกยีสตทนอุณหภู มิ สูงจากชานออยของ
โรงงานนํ้าตาลโดย enrichment technique ใน Yeast 
extract Peptone Dextrose (YPD) medium  
(ประกอบดวย yeast extract 10 กรัมตอลิตร, glucose 20 
กรัมตอลิตร, peptone 20 กรัมตอลิตร โดยเติม absolute 
ethanol 4 % v/v) ชั่ ง ช าน อ อ ย  10 กรั ม  ล ง ใน  YPD 
medium ปริมาตร 100 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส  อัตราการเขยา 150 รอบตอนาที เปนเวลา 72 
ชั่วโมง spread plate บนอาหาร YPD agar plate บมที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 72 ชั่วโมง หลังจาก
น้ันแยกเปนโคโลนีเดี่ยวในอาหารชนิดเดิม ศึกษาลักษณะ
ทางสัณฐานวิทยา แลวจึงเก็บใน YPD agar slant ที่อุณหภูมิ 
4 องศาเซลเซียส  จนกวาจะนําไปใชในการทดลองตอไป 
 
2. การคัดเลือกยีสตที่มีคุณสมบัติในการผลิตเอทานอล 
(Brooks, 2008) 

เ ต รี ย ม อ า ห า ร ท ด ส อ บ ก า ร ส ร า ง ก า ซ
คารบอนไดออกไซด (ประกอบดวย yeast extract 3 กรัม
ตอลิตร, peptone 5  กรัมตอลิตร, glucose 20 กรัมตอ
ลิตร) บรรจุหลอดดักแกสในหลอดทดลองที่มีอาหารปริมาตร 
8 มิลลิลิตร เติมเชื้อตั้งตน 1 ลูป บมที่ อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส ตรวจสอบผลการสรางกาซคารบอนไดออกไซด  
ทุก 24 ชั่วโมง (เปนเวลา 72 ชั่วโมง)   ทําการคัดเลือกเชื้อ
ยีสตทนอุณหภูมิสูงที่สรางแกสในปริมาณสูงสุด 

 
3. การทดสอบความทนตออุณหภูมิสูง  
            เพาะเชื้อยีสตที่คัดเลือกไดจากขอ 2 บนอาหาร 
YPD agar plate โดยแปรผันอุณหภูมิที่ใชในการบม  ไดแก 
37, 40, 42, 45, 47 และ 50 องศาเซลเซียส บันทึกผลการ
เจริญตามแนวเขี่ยเชื้อที่เวลา 24, 48 และ 72 ชั่วโมง 
 
4. การทดสอบความทนตอน้ําตาล 
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ผลและวิจารณผลการวิจัย 

แปรผันความเขมขนของนํ้าตาลกลูโคสและไซโลส   
ที่  5, 10, 15, 20, 25  และ  30 % ในอาห ารYPD agar 
plate แ ล ะ   yeast  extract-peptone-xylose ( YPX) 
agar  plate  (ประกอบดวย yeast extract 10กรัมตอลิตร, 
xylose 20 กรัมตอลิตร, peptone 20 กรัมตอลิตร) เขี่ยเชื้อ
ยีสตลงบนอาหาร บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสบันทึกผล
การเจริญตามแนวเขี่ยเชื้อที่เวลา 24, 48 และ 72 ชั่วโมง  
 
5. การเตรียมเช้ือตั้งตน 
 เตรียมอาหารเล้ียงเชื้อ YPD  medium  เขี่ยเชื้อ
ยีสตลงในอาหาร  บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  อัตรา
การเขยา 150  รอบตอนาที เปนเวลา 24 ชั่วโมง  (วัดคา
การดูดกลืนแสงความยาวคล่ืน 600 nm กําหนดเชื้อเริ่มตน
เทากับ 1.0) 
 
6. การคัดเลือกยีสตที่สามารถผลิตเอทานอลในอาหาร
สังเคราะห 

เติมเชื้อยีสตตั้งตนที่เตรียมจากขอ  5 ลงในอาหาร
ห มั ก  fermentation medium ( ป ร ะ ก อ บ ด ว ย                 

ไดแอมโมเนียมซัล เฟต รอยละ  0.1, โป แตสเซียมได
ไฮโดรเจนฟอสเฟตรอยละ  0.1, แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะ 
ไฮเดรตรอยละ 0.1 และกลูโคสรอยละ 18) ปรับพีเอชเทากับ 
5.0 (Limtong et al., 2007) บมบนเครื่องเขยาความเร็ว
รอบ 120 รอบตอนาที เปนเวลา 48 ชั่วโมง เก็บตัวอยางโดย
การปนเหว่ียงที่ความเร็ว 8,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 
นาที  วิ เค ราะห ป ริ ม าณ เอท าน อลด ว ย เค รื่ อ ง  High  
Performance  Liquid  Chromatography (HPLC) 

 
7. การแปรผันอุณหภูมิตอการผลิตเอทานอลในน้ําออย 

เติมเชื้อยีสตตั้งตนลงในอาหารหมัก sugarcane  
juice  fermentation  medium  ที่ มี นํ้าออยเปนแหล ง
คารบอน (18  องศาบริกซ) ปรับพีเอชเทากับ 5.0 (Limtong 
et al., 2007) บมบนเครื่องเขยาความเร็วรอบ 120 รอบตอ
นาที เปนเวลา 72 ชั่วโมง เก็บตัวอยางทุก 12 ชั่วโมง วัด
ความขุนของเซลลที่เพิ่มขึ้นดวยเครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง
ที่ความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร  วิเคราะหปริมาณนํ้าตาล  
และเอทานอลดวยเครื่อง  HPLC 

 
 
1. การคัดแยกยีสตทนรอน 

การคัดแยกยีสตทนรอนจากตัวอยางกากออยที่
เก็บจากโรงงานนํ้าตาลมิตรภูเวียง  จังหวัดขอนแกน ทั้งหมด 
15  ตัวอยาง สามารถคัดแยกยีสตทนรอนไดทั้งหมด 98  ไอ
โซเลท (ไมไดแสดงผล) โคโลนีสวนใหญมีสีครีม  ผิวโคโลนีมัน
วาว  ขอบโคโลนีเรียบ  ระดับความนูนของโคโลนีมีความนูน
โคง  และรูปแบบโคโลนีกลม 

 
2. การคัดเลือกยีสตทนรอนที่มีความสามารถในการหมัก 

ยีสตจํานวนทั้งหมด  98  ไอโซเลต  ทดสอบ
ความสามารถในการสรางแกสในอาหารเหลว ผลการทดลอง
แสดงดังตารางที่  1 

 
 
 

 

ตารางที่ 1  ปริมาณแกสและความสามารถในการตกตะกอนของยีสต 

รหัสยีสต ปริมาณแกส 
(เซนติเมตร) 

การเจริญใน            
อาหารเหลว 

รหัสยีสต ปริมาณแกส 
(เซนติเมตร) 

การเจริญใน อาหาร
เหลว 

BRMU01 0.1 เจริญทั่วหลอด BRMU 50 4.6 ตกตะกอน 

BRMU02 4.0 ดานบน BRMU 51 4.5 ตกตะกอน 

BRMU03 4.8 ตกตะกอน BRMU 52 0 ตกตะกอน 

BRMU04 4.5 ตกตะกอน BRMU 53 0 เจริญทั่วหลอด 

BRMU05 3 เจริญทั่วหลอด BRMU 54 0 เจริญทั่วหลอด 

BRMU06 4.5 ดานบน BRMU 55 4.8 ตกตะกอน 
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ตารางที่ 1  ปริมาณแกสและความสามารถในการตกตะกอนของยีสต (ตอ) 

BRMU07 0 เจริญทั่วหลอด BRMU 56 4.6 ตกตะกอน 

BRMU08 4.0 ตกตะกอน BRMU 57 4.0 เจริญทั่วหลอด 

BRMU09 5 ตกตะกอน BRMU 58 0.6 เจริญทั่วหลอด 

BRMU10 0 เจริญทั่วหลอด BRMU 59 0 เจริญทั่วหลอด 

BRMU11 3.5 ตกตะกอน BRMU 60 0 เจริญทั่วหลอด 

BRMU12 5.0 ตกตะกอน BRMU 61 4.5 ตกตะกอน 

BRMU13 0 เจริญทั่วหลอด BRMU 62 0 เจริญทั่วหลอด 

BRMU14 0 เจริญทั่วหลอด BRMU 63 0 เจริญทั่วหลอด 

BRMU15 5 เจริญทั่วหลอด BRMU 64 0 เจริญทั่วหลอด 

BRMU16 5.0 เจริญทั่วหลอด BRMU 65 0 เจริญทั่วหลอด 

BRMU17 4.5 ตกตะกอน BRMU 66 0 ตกตะกอน 

BRMU18 5 เจริญทั่วหลอด BRMU 67 0 เจริญทั่วหลอด 

รหัสยีสต ปริมาณแกส 
(เซนติเมตร) 

การเจริญ 
ในอาหารเหลว 

รหัสยีสต ปริมาณแกส 
(เซนติเมตร) 

การเจริญ 
ในอาหารเหลว 

BRMU19 4.8 ดานบน BRMU 68 0 เจริญทั่วหลอด 

BRMU20 3.0 เจริญทั่วหลอด BRMU 69 0 เจริญทั่วหลอด 

BRMU21 4.5 เจริญทั่วหลอด BRMU 70 0 เจริญทั่วหลอด 

BRMU22 0.1 เจริญทั่วหลอด BRMU 71 0 เจริญทั่วหลอด 

BRMU23 0 เจริญทั่วหลอด BRMU 72 0 เจริญทั่วหลอด 

BRMU24 0 เจริญทั่วหลอด BRMU 73 0 เจริญทั่วหลอด 

BRMU25 0 เจริญทั่วหลอด BRMU 74 0 เจริญทั่วหลอด 

BRMU26 0 เจริญทั่วหลอด BRMU 75 0.3 เจริญทั่วหลอด 

BRMU27 0.2 เจริญทั่วหลอด BRMU 76 0 เจริญทั่วหลอด 

BRMU28 5 เจริญทั่วหลอด BRMU 77 0 เจริญทั่วหลอด 

BRMU29 4.7 ดานบน BRMU 78 0 เจริญทั่วหลอด 

BRMU30 4.6 ตกตะกอน BRMU 79 0 เจริญทั่วหลอด 

BRMU31 0 เจริญทั่วหลอด BRMU 80 0 เจริญทั่วหลอด 
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ตารางที่ 1  ปริมาณแกสและความสามารถในการตกตะกอนของยีสต (ตอ) 

 
ผลการทดลองจากตารางที่ 1  พบวา  ยีสตจํานวน 

23 ไอโซเลต สรางกาซคารบอนไดออกไซดอยูในชวง 4.0–
5.0 เซนติ เมต ร  ได แ ก  ยี สต รหั ส  BRMU02, BRMU03, 
BRMU04, BRMU06, BRMU08, BRMU12, BRMU17, 
BRMU19, BRMU29, BRMU30, BRMU34, BRMU35 
,BRMU36, BRMU41, BRMU42, BRMU45, BRMU49, 
BRMU50, BRMU51 ,BRMU55, BRMU56, BRMU61 และ 
BRMU91 ยีสตสวนใหญมีการเจริญที่กนหลอด ยกเวนยีสต
ร หั ส  BRMU15, BRMU16, BRMU18, BRMU21, 
BRMU28, BRMU32, BRMU39 ,BRMU57, BRMU95, 
BRMU96 มีการเจริญทั่วหลอด และยีสตรหัส BRMU02, 

BRMU06, BRMU19, BRMU29, BRMU91  มี ก า ร เจ ริ ญ
ดานบนอาหารเล้ียงเชื้อ โดยคุณสมบัติของการตกตะกอน
เปนคุณสมบัติที่ดีของการเปนเชื้อตั้งตนในการผลิตเอทานอล
ในระดับอุตสาหกรรม เน่ืองจากทําใหงายตอการเก็บเก่ียว 
และสามารถนําเซลลยีสตกลับมาใชใหมได นอกจากน้ีในการ
คัดเลือกยีสตที่ มีความสามารถในการผลิตเอทานอลยัง
สามารถทดสอบจากการสรางกาซคารบอนไดออกไซดซ่ึงเปน
การทดสอบความสามารถในการหมักเอทานอลในทางออม 
เน่ืองจากกระบวนการหมักเอทานอลจะมีผลิตภัณฑหลัก คือ 
เอทานอล และเกิดผลพลอยได คือ กาซคารบอนไดออกไซด
เสมอ โดยกลูโคส 100 กรัม จะถูกเปล่ียนเปนเอทานอล 

BRMU32 4.3 เจริญทั่วหลอด BRMU 81 0 เจริญทั่วหลอด 

BRMU33 0 เจริญทั่วหลอด BRMU 82 0 เจริญทั่วหลอด 

BRMU34 4.6 ตกตะกอน BRMU 83 0 เจริญทั่วหลอด 

BRMU35 4.8 ตกตะกอน BRMU 84 0 เจริญทั่วหลอด 

BRMU36 4.5 ตกตะกอน BRMU 85 0 เจริญทั่วหลอด 

BRMU 37 0 ตกตะกอน BRMU 86 0 เจริญทั่วหลอด 

BRMU 38 0 เจริญทั่วหลอด BRMU 87 0 ตกตะกอน 

BRMU 39 5 เจริญทั่วหลอด BRMU 88 0 เจริญทั่วหลอด 

BRMU 40 0 เจริญทั่วหลอด BRMU 89 0 เจริญทั่วหลอด 

BRMU 41 4.2 ตกตะกอน BRMU 90 0 เจริญทั่วหลอด 

BRMU 42 4.5 ตกตะกอน BRMU 91 4.5 ดานบน 

BRMU 43 0 ตกตะกอน BRMU 92 0 ตกตะกอน 

รหัสยีสต ปริมาณแกส 
(เซนติเมตร) 

การเจริญ 
ในอาหารเหลว 

รหัสยีสต ปริมาณแกส 
(เซนติเมตร) 

การเจริญ 
ในอาหารเหลว 

BRMU 44 3.5 ตกตะกอน BRMU 93 0 ตกตะกอน 

BRMU 45 4.7 ตกตะกอน BRMU 94 0 เจริญทั่วหลอด 

BRMU 46 0 เจริญทั่วหลอด BRMU 95 5 เจริญทั่วหลอด 

BRMU 47 0.7 ตกตะกอน BRMU 96 5 เจริญทั่วหลอด 

BRMU 48 0 ตกตะกอน BRMU 97 0 ตกตะกอน 

BRMU 49 4.8 ตกตะกอน BRMU 98 0 เจริญทั่วหลอด 
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51.1 กรัม และคารบอนไดออกไซด 48.9 กรัม โดยนํ้าหนัก 
ดังน้ันถายีสตสายพันธุใดมีปริมาณกาซคารบอนไดออกไซด
สูงจึงคาดวาจะมีแนวโนมในการผลิตเอทานอลสูงดวย 
3. ความสามารถในการทนตออุณหภูมิสูง 

ทดสอบความทนตออุณหภูมิสูงของยีสตที่คัดเลือก
ไดจากขอ 2 จํานวน 23 ไอโซเลต ในอาหาร YPD และ YPX  
agar plate โดยแปรผันอุณหภูมิในการบม คือ 37, 40, 45, 
47 และ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง ผลการ
ทดลองดังตารางที่ 2 

ผลการทดลองจากตารางที่ 2 พบวา ที่ อุณหภูมิ  
50 องศาเซลเซียส ไมมียีสตสายพันธุใดที่สามารถเจริญได 
โดยอุณหภูมิสูงสุดที่ยีสตสามารถเจริญไดในงานวิจัยครั้งน้ี  
คือ 47 องศาเซลเซียส มีจํานวน 13 ไอโซเลต ไดแก ยีสต
ร หั ส  BRMU02, BRMU03, BRMU04, BRMU06, 

BRMU17, BRMU19, BRMU35, BRMU36, BRMU41, 
BRMU42, BRMU51, BRMU55 และ BRMU91 ในอาหาร 
YPD agar plate และ มียีสตเพียงรหัสเดียวที่สามารถเจริญ
ได ใน อ าห ารทั้ ง  YPD แ ล ะ  YPX agar คื อ  ยี ส ต ร หั ส 
BRMU91 นอกจากน้ีพบวา ที่ อุณหภู มิ  37, 40 และ 45 
องศาเซลเซียส ยีสตทั้ง 23 ไอโซเลต สามารถเจริญไดดีใน
อาหารทั้ง 2 ชนิด 

จากรายงานยีสตสวนใหญในหองปฏิบัติการ และ
ระดับอุตสาหกรรมเจริญไดดี เม่ืออุณหภูมิอยูในชวง 20 – 
30 องศาเซลเซียส แตมียีสตบางสายพันธุที่มีอุณหภูมิสูงสุด
สําหรับการเจริญในชวง 35 – 43 องศาเซลเซียส (Walker, 
1998) โดยอุณหภูมิมีผลตอสัณฐานวิทยา และความอยูรอด
ของเซลล เน่ืองจากอุณหภูมิสูงมีผลทําใหการแตกหนอของ
ยีสตผิดปกติ ผนังเซลลเจริญไมสมบูรณ การเพิ่มขนาดเซลล 

ตารางที ่2 ความสามารถของยีสตที่คัดเลือกในการทนตออุณหภูมิสูง 
รหัสยีสต 

 
 

อุณหภูมิ (ºC) 

37 40 45 47 50 

YPD YPX YPD YPX YPD YPX YPD YPX YPD YPX 

BRMU 02 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ - - 

BRMU 03 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ - - 

BRMU 04 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ - - 

BRMU 06 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ - - 

BRMU 08 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ ++ - - 

BRMU 12 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ - - 

BRMU 17 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ - - 

BRMU 19 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ - - 

รหัสยีสต 
 

อุณหภูมิ (ºC) 

37 40 45 47 50 

YPD YPX YPD YPX YPD YPD YPX YPD YPX YPD 

BRMU 29 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ - - 

BRMU 30 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ - - 

BRMU 34 +++ +++ +++ ++ +++ +++ ++ - - - 

BRMU 35 +++ +++ +++ +++ +++ +++ ++ + - - 
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 BRMU 36 +++ +++ +++ +++ +++ +++ + - - - 

 BRMU 41 +++ +++ +++ +++ +++ +++ + - - - 

 BRMU 42 +++ +++ +++ +++ +++ +++ + - - - 

 BRMU 45 +++ +++ +++ ++ +++ +++ - - - - 

BRMU 49 +++ +++ +++ ++ +++ +++ - - - - 

BRMU 50 +++ +++ +++ ++ +++ +++ + + - - 

BRMU 51 +++ +++ +++ +++ +++ +++ ++ - - - 

BRMU 55 +++ +++ +++ +++ +++ +++ ++ + - - 

BRMU 56 +++ +++ +++ ++ +++ +++ + - - - 

ตารางที ่2 ความสามารถของยีสตที่คัดเลือกในการทนตออุณหภูมิสูง (ตอ) 
รหัสยีสต 

 
อุณหภูมิ (ºC) 

37 40 45 47 50 

YPD YPX YPD YPX YPD YPD YPX YPD YPX YPD 

BRMU 61 +++ +++ +++ ++ +++ +++ - - - - 

BRMU 91 +++ +++ +++ +++ +++ +++ ++ ++ - - 

 หมายเหตุ  +++ =  เจริญไดดี (เจริญเต็มแนวเขี่ยเชื้อ) ++   =  เจริญปานกลาง (เจริญเกือบเต็มแนวเขี่ยเชื้อ) 
                    +     =  เจริญไดนอย (เจริญบางสวนของแนวเขี่ยเชื้อ)     -      =  ไมมีการเจริญ 

 

ผิดปกติ มีปริมาณของเหลวในเซลลเพิ่มขึ้น ความสามารถใน
การเลือกผานของสารอาหารที่จําเปนตอเซลลลดลง ทําลาย
พันธะไฮโดรเจนทําใหโปรตีน และกรดนิวคลีอิกเส่ือมสภาพ 
สงผลใหกิจกรรมการขนสงนํ้าตาลเขาเซลลยีสตลดลง ยับยั้ง
กระบวนการหายใจ และการหมัก แตเปนขอดีสําหรับการ
หมักเอทานอล โดยพบวา เม่ืออุณหภูมิเพิ่มขึ้นจาก 25 เปน 
38 องศาเซลเซียส เอนไซมจะถูกยับยั้งทําใหเกิดการสะสม
กรดไพรูเวต และเอทานอล โดยเฉพาะกิจกรรมของเอนไซม
แอลกอฮอลดีไฮโดรจีเนส (alcohol dehydrogenare) เกิด
ไดดีที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส (Limtong, 1997) ยีสต
สามารถเจริญไดที่อุณหภูมิ   40  องศาเซลเซียส  และเจริญ

ไดมากกวาถายีสตสายพันธุน้ันเปนยีสตทนรอน  หรือยีสตที่
ทนตออุณหภูมิสูง โดยยีสตที่เจริญไดที่อุณหภูมิสูงกวา 40 
องศาเซลเซียส  แตละสายพันธุจะมีการผลิตเอทานอลใน
ปริมาณที่ตางกัน  ยกตัวอยางเชน  Candida tropicalis 
NCYC 405 , Shizosacchamyces pombe YSC3  ห รื อ  
Hansenula polymorpha ATCC 4516  สามารถผลิตเอ
ทานอลไดที่ อุณหภูมิ  40  องศาเซลเซียส (Chaitep  et  
al., 2012) ยีสตทนรอนจะมีอุณหภูมิที่ เหมาะสมในการ
เจริญเติบโตแตกตางกันออกไป โดยทั่วไปยีสตทนรอนที่ ใช
ศึกษาจะเจริญไดในอุณหภูมิ ตั้งแต  35 องศาเซลเซียสขึ้นไป  
(Edgardoa  et  al., 2008) 

 
4. ความสามารถในการทนตอแรงดันออสโมซีส 
 แปรผันความเขมขนของนํ้าตาลกลูโคสและไซโลส 
ไดแก  5, 10, 15, 20, 25  และ 30 %  (W/V) ในอาหาร 
YPD และ YPX agar plate บมที่อุณหภูมิ 37องศาเซลเซียส 
เพื่อทดสอบความทนตอแรงดันออสโมซีส แสดงผลดังตาราง
ที่  3                   

ผลการทดลองจากตารางที่ 3 พบวา ยีสตทั้ง 23 
ไอโซเลต สามารถเจริญไดดีในอาหาร YPD agar ที่ความ
เขมขนของนํ้าตาลสูงสุดเทากับ 30% (W/V) และในอาหาร 
YPX agar ที่ความเขมขนของนํ้าตาลเทากับ 20% (W/V) 
โดยมียีสตที่สามารถเจริญไดดีทั้งหมด 9 ไอโซเลต ไดแก ยีสต
ร หั ส  BRMU17, BRMU19, BRMU29, BRMU30, 
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BRMU34, BRMU35, BRMU42, BRMU49 และ BRMU61 
นอกจากน้ีพบยีสตที่เจริญไดปานกลางที่ความเขมขนของ
นํ้าตาลไซโลสสูงสุดเทากับ 25% (W/V)  ไดแก ยีสตรหัส 
BRMU29 และ BRMU 49 แสดงใหเห็นวานํ้าตาลกลูโคสซ่ึง
เปนนํ้าตาลคารบอน 6 อะตอม เปนแหลงคารบอนที่ยีสตทุก
สายพันธุสามารถใชในการเจริญเติบโตไดดี แตนํ้าตาลไซโลส
ซ่ึงเปนนํ้าตาลคารบอน 5 อะตอม มียีสตเพียงบางสายพันธุที่
สามารถใชเพื่อการเจริญ ไดแก Pichia stipitis (Dubey et 
al., 2012) Pachysoles tannophilus  (Lee, 1986) 

Candida jeffriesil (Nguyen et al., 2006) C. tenuis 
(Kern et al., 1996) Schizosaccharomyces pombe, 
Kluyveromyces sp. (Mcmillan , 1994)  

ความเขมขนของแหลงคารบอนมีความสําคัญใน
การสังเคราะหเซลล และการผลิตเอทานอล การใชแหลง
คารบอนที่มีความเขมขนสูงๆ ในการหมักเอทานอลมีผลชวย
ลดการปนเปอนของจุลินทรียชนิดอ่ืนๆ แตการใชแหลง
คารบอนความเขมขนสูงๆ ก็มีขอเสียในดานการยับยั้งการ
เจริญ และการหมักเอทานอลเชนเดียวกัน การยับยั้งน้ีเกิด

ตารางที่ 3  ความสามารถของยีสตในการเจริญในอาหารที่มีนํ้าตาลความเขมขนสูงขึ้น 
รหัสยีสต ความเขมขนของน้ําตาล (%, W/V) 

กลูโคส ไซโลส 

5 10 15 20 25 30 5 10 15 20 25 30 
BRMU 02 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ + - - 

BRMU 03 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ ++ - - - 

BRMU 04 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ ++ - - 

BRMU 06 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ ++ + - 

BRMU 08 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ ++ + - 

BRMU 12 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ ++ + - 

BRMU 17 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ - - 

BRMU 19 +++ +++ +++ +++ ++ +++ +++ +++ +++ +++ + - 

BRMU 29 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ ++ + 

BRMU 30 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ + - 

BRMU 34 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ + - 

BRMU 35 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ + + 

BRMU 36 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ ++ ++ ++ + - 

BRMU 41 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ ++ +++ ++ + - 

BRMU 42 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ + - 

BRMU 45 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ ++ + - 

BRMU 49 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ ++ - 

BRMU 50 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ ++ ++ + - 

BRMU 51 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ ++ ++ ++ - - 
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BRMU 55 +++ +++ +++ +++ +++ ++ +++ +++ ++ ++ - - 

BRMU 56 +++ +++ +++ +++ +++ ++ +++ +++ +++ ++ + + 

BRMU 61 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ - - 

BRMU 91 +++ +++ +++ +++ +++ ++ +++ +++ ++ ++ + + 

หมายเหตุ +++ = เจริญไดดี (เจริญเต็มแนวเขี่ยเชื้อ)   ++ = เจริญปานกลาง (เจริญเกือบเต็มแนวเขี่ยเชื้อ) 
                 + = เจริญไดนอย (เจริญบางสวนของแนวเขี่ยเชื้อ)       - = ไมมีการเจริญ 
จากแรงดันออสโมซีส ทําใหเซลลเกิดกระบวนการพลาสโมไล
ซีส เม่ืออยูในนํ้าตาลที่มีความเขมขนสูงเทากับ 14% โดย
นํ้าหนัก และมีผลยับยั้งเอนไซมในกระบวนการไกลโคไลซีส
ส งผล ให ป ระ สิท ธิภ าพ ใน การผ ลิ ต เอท านอลลด ลง 
( Lachance, 1990 ; Panchal & Tavares, 1990; 
Limtong, 1997) 
 
 
 
 

5. การเปรียบเทียบการหมักเอทานอลที่อุณหภูมิสูงใน
อาหารสังเคราะห 
       ในการผลิตเอทานอลจากยีสตทนรอนที่มีความสามารถ
ในการหมักและทนอุณหภูมิสูงทั้ง 23 ไอโซเลต ทดสอบ
ความสามารถโดยใช Fermentation  medium บมที่ 37  
องศาเซลเซียสเปนเวลา 48  ชั่วโมง เม่ือครบเวลาวัดปริมาณ
นํ้าตาลรีดิวซ และเอทานอลที่เกิดขึ้น พบวา  ยีสตทนรอน  
รหัส BRMU29 สามารถผลิตเอทานอลไดปริมาณมากที่สุด
เท า กั บ ร อย ละ  7.28 (%, v/v) รอ งล งมา  คื อ   รหั ส  
BRMU19 เทากับ 7.05  และ BRMU08  เทากับ 6.89 (%, 
v/v) (ภาพที่  1) 

 

 
ภาพที่  1  การเปรียบเทียบผลการหมักเอทานอลจากยีสตที่คัดเลือกสายพันธุตางๆ ในอาหารสังเคราะหที่อุณหภูมิ  37  องศา  
              เซลเซียส  ที่เวลา  48  ชั่วโมง 
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ภาพที่  1  เชื้อยีสตรหัส BRMU29  (ก) โคโลนีที่เจริญบนอาหารแข็ง  YPD  บมที่อุณหภูมิ  37  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  48  
ชั่วโมง  และ (ข) ลักษณะของเซลลภายใตกลองจุลทรรศน  กําลังขยายภาพ 1,000  เทา 

6.  ผลของอุณหภูมิสูงที่มีตอการผลิตเอทานอล
ใชยีสตจํานวน  3  ไอโซเลตที่คัดเลือกจากขอ  5   

ซ่ึงใหเอทานอลสูงสุดสามลําดับแรก  เพื่อหมักเอทานอลใน
อาหารเหลว  sugarcane  juice  medium  โดยแปรผัน
อุณหภู มิในการหมัก  ไดแก   37, 40  และ  45  องศา
เซลเซียส  ผลการทดลองแสดงดังภาพที่  2 จากภาพที่ 2  ที่
อุณหภูมิ 37 , 40 และ 45 องศาเซลเซียส พบวา ยีสตที่ มี
การผลิตเอทานอลไดดีที่สุด คือ ยีสตรหัส BRMU29 มีคา
เทากับ 6.67, 6.67 และ 6.61% ตามลําดับ สําหรับยีสตรหัส  
BRMU08  และ  BRMU19  มีการผลิตเอทานอลที่ต่ํากวา
รหัส  BRMU29  โดยรหัส  BRMU08  สามารถผลิตเอทา
นอลที่อุณหภูมิ  37 , 40 และ 45 องศาเซลเซียส เทากับ 
6.09, 5.88  และ  5.99% และ เชื้ อรหั ส   BRMU19  ให
ปริมาณเอทานอลต่ําสุด  เทากับ  5.88, 5.49  และ  5.55%  
เม่ืออุณหภู มิ เพิ่มขึ้น อัตราการผลิตเอทานอลจะลดลง  
เน่ืองจากอุณหภูมิทําใหการแตกหนอของยีสตผิดปกติ ผนัง
เซลลเจริญไมสมบูรณ การเพิ่มขนาดของเซลลผิดปกติ มี
ปริมาณของเหลวในเซลลเพิ่มขึ้น ความสามารถในการเลือก
ผานของสารอาหารที่ จําเปนตอเซลลลดลง นอกจากน้ี
อุณหภูมิสูงยังทําลายพันธะไฮโดรเจน  ทําใหโปรตีนและกรด
นิวคลีอิคเส่ือมสภาพ ขัดขวางการสังเคราะหโปรตีนหลาย
ชนิด เม่ือมีการสังเคราะหโปรตีนลดลงสงผลใหกิจกรรมการ
ขนสงนํ้าตาลเขาเซลลยีสตลดลงดวยโดยมีผลตอการนํา
นํ้าตาลจากนํ้าออยซ่ึงเปนสับสเตรทเขาเซลลลดลง รวมทั้ง
ยับยั้งกระบวนการหายใจและกระบวนการหมัก จึงทําให
ยีสตสามารถผลิตเอทานอลไดนอยลงที่ อุณหภู มิ สูงขึ้น     
เม่ือพิจารณาผลของนํ้าตาลระยะเวลาเพิ่มขึ้นความเขมขน
ของนํ้าตาลกลูโคสที่มีในระบบการหมักจะมีคาลดลงเรื่อยๆ 
และเม่ือถึงชั่วโมงทึ่  72 ความเขมขนของนํ้าตาลจะลดลง
เหลือรอยละ 76.31, 71.88  และ 71.05 โดยนํ้าหนักตอ
ปริมาตร  

ซ่ึงความเขมขนของนํ้าตาลจะลดลงอยางรวดเร็ว
ในชวง 24 ชั่วโมงแรก เน่ืองมาจากในชวงน้ีเชื้อยีสตจะมีการ
ใชนํ้าตาลเพื่อการเจริญเติบโตและการสรางผลิตภัณฑหลาย
ชนิด  เม่ือพิจารณาการเจริญของเซลลจากคาดูดกลืนแสง 
พบวาที่ชั่วโมงที่ 24-48 การเจริญเติบโตจะเขาสูระยะล็อกกา
ลิทึม ซ่ึงเปนระยะที่ เชื้อยีสต มีการเจริญ เติบ โตสูงที่ สุด 
หลังจากชั่วโมง ที่ 36 การเจริญเติบโตจะเขาสูปลายระยะล็
อกกาลิทึม ซ่ึงการเจริญจะเขาสูระยะคงที่และในชวงน้ีจะมี
การสรางสารที่เปน secondary  metabolite จํานวนมาก
โดยเฉพาะเอทานอลจะสามารถผลิตไดดีในระยะน้ี    

จากงานวิจัยน้ีสรุปไดวา  สามารถคัดแยกยีสตทน
รอนจากตัวอยางกากชานออยซ่ึงเจริญไดที่ อุณหภู มิ 37 
องศาเซลเซียสไดทั้งหมด 98  ไอโซเลท ซ่ึงมี 44 ไอโซเลตที่มี
ความสามารถในการสรางแกส  การทดสอบความสามารถใน
การเจริญไดที่อุณหภูมิสูง  พบยีสตที่คัดเลือกไดทุกไอโซเลต
สามารถเจริญไดดัที่อุณหภูมิ 37-45 องศาเซลเซียส และมี  
13  ไอโซเลตสามารถเจริญไดดีที่อุณหภูมิ 47 องศาเซลเซียส 
และยีสตทนรอนสายพันธุ BRMU 29 สามารถผลิตเอทานอล
ไดปริมาณสูงที่สุด  โดยศักยภาพของยีสตที่กลาวมาขางตนมี
ความนาสนใจในการใชเปนเชื้อตั้งตนในการผลิตเอทานอล
เชื้อเพลิงตอไปในอนาคต 

 

 
 
ขอขอบพระคุณทุนสนับสนุนการทําวิ จัยจาก

สํานักงานนโยบายและแผนพลังงาน (สนพ.) กระทรวง
พลังงาน ประจําปงบประมาณ  2558 และทุนคณะกรรมการ
วิจัยแหงชาติ (วช.) ประจําปงบประมาณ  2559 
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ภาพที่ 2 (ก) การหมักเอทานอลที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส (ข) การหมักเอทานอลที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส และ (ค)                   
การหมักเอทานอลที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส แสดงปริมาณกลูโคสในอาหารที่มีนํ้าออยเปนแหลงคารบอน เอทานอล 
และคาดูดกลืนแสง 
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